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研究成果の概要（和文）：細菌の転写・翻訳・複製の制御は、核様体と呼ばれるゲノム DNA・
タンパク質・RNA から構成される高次複合体の構造・動態と密接に関係している。申請者は、
核様体の構造・機能制御相関に焦点を当てて研究を進め、一本鎖 RNA の新規合成が構造維持
に決定的な働きをすることを明らかにした。さらに、共役して働く核様体の構成タンパク質の
網羅的探索から、生育環境や種の違いによってタンパク質が大きく異なることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The genomic DNA in bacteria is packed into cells as nucleoid, which 
is composed of genomic DNA, RNAs and proteins. I focused on the regulatory mechanism of 
the nucleoid structure because its dynamics is closely related to the essential biological 
processes such as transcription, translation, replication etc. In the present study, I found i) 
nucleoid structures are sustained by nascent single stranded RNA, ii) the proteins involved 
in the nucleoid is highly varied in species-specific and environmental-specific manners.  
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１．研究開始当初の背景 
真核生物・原核生物を問わず、cm～m ス
ケールのゲノムが階層的に折りたたまれて
μm スケールの細胞（または核）内に収まっ
ている。この階層的な折りたたみ構造の制御
が、転写・複製の調節、さらには、ゲノム
DNA の分配やストレス因子からの保護に重
要な役割を果たしていると考えられている。 
申請者は、原子間力顕微鏡用の生体資料観
察法を確立し、細菌ゲノム（核様体）の構造・
動態の解析を行ってきた。その結果、核様体
が一般的に DNA →30nm 幅のファイバー構
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造→80nm 幅のファイバー構造→300nm 径
のループ構造 ～ 高次凝集体という階層性
を持ち、環境に応じて変化することを明らか
にした。 
 大腸菌において、単離核様体には RNA ポ
リメラーゼ、リボソームに加え、Hu、IHF、
H-NS、Fis、Hfq、Dps、StpA といった核様
体タンパク質と RNA が主に含まれており、
これらの因子が大腸菌核様態の高次構造構
築に関与していると考えられるが、ほとんど
の因子についての詳細は不明であった。 
 また、Hu を除くこれら核様体タンパク質
は細菌間で保存されておらず、細菌間で共通
な核様体構造制御タンパク質は不明であっ
た。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、遺伝学・構造生物学・生化学・
プロテオミクスの手法を主に使用し、①
10nm を構成するタンパク質の同定、②30nm
ファイバーの構造維持に関わる RNA・タン
パク質の同定を行う。③さらに同定された因
子を用い、In vitro 転写系と再構成系によっ
てDNA～10nmファイバー～30nmファイバ
ーの再構成を行い、DNA から 30nm ファイ
バーにいたる階層的核様体構造の構築機構
の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 原子間力顕微鏡による構造構築因子の
探索 
①転写活性や各種 RNA の関与の検証：抗生
物質による転写阻害、RNase による RNA 分解
後、原子間力顕微鏡により核様体を解析した。 
②核様体タンパク質欠損株の解析：Hu、IHF、
H-NS、Fis、StpA の欠損株の核様体を原子間
力顕微鏡により解析する。その際、RNase 処
理前後での変化を検証した。 
 
(2)質量分析機を用いた新規核様体構成タン
パク質の探索：LC-MS/MS を用いて、大腸菌・
緑膿菌・枯草菌・黄色ブドウ球菌の核様体構
成タンパク質を同定した。 
 
 
４．研究成果 
(1)新生合成一本鎖 RNA による高次構造維持
様式を発見した（図１。発表論文⑤）。具体
的には、 
 ①一本鎖 RNA 分解酵素(RNase A)により、
30nm ファイバー以上の構造体が崩壊し、10nm
ファイバーとなった。 
②二本鎖 RNA 分解酵素(RNase III)・DNA－
RNA ヘテロ二本鎖分解酵素(RNase H)では、
30nm ファイバー構造は維持された。 
③転写を不活化するリファンピシンによる
処理で、30nm ファイバー以上の構造体が崩壊
した。 
 ④一本鎖 RNA の 30nm ファイバー構造維持へ
の関与はグラム陰性菌・陽性菌に関わらず共
通した。 
 
(2) 既知核様体タンパク質は構造維持に決
定的には働かない（学会発表③）。具体的に
は、 
①大腸菌において、Hu, IHF, H-NS, Fis, 
StpA の遺伝子欠損により、細胞内の 30nm, 
80nm ファイバー構造体の量的な変化が観察
されるものの、構造体全体の DNA・10nm ファ
イバーへの崩壊や、高次凝集体の誘導といっ
た劇的な変化は見られなかった。 
②10nm ファイバー構造体は、これら核様態
タンパク質の欠損株でも維持された。 
 
(3) 核様体タンパク質は種・環境によって大
きく異なるものの、グローバルレギュレータ
ーと酸化・還元酵素が豊富であるという共通
性が存在する（学会発表①②）。具体的には、 
①対数増殖期における核様体特異的タン
パク質として、大腸菌で 157 種類、緑膿菌で
64 種類、枯草菌で 89 種類、黄色ブドウ球菌
で 83 種類のタンパク質を同定した。定常期
では、大腸菌で 74 種類、黄色ブドウ球菌で
139 種類を同定した（表１）。 
 
  
（注）単離核様体には細胞膜・壁・細胞質酵
素が多数コンタミしていたため、各分画のタ
ンパク質を別々に LC-MS/MSによって決定し、
単離核様体で同定されたタンパク質から差
し引いた（核様体特異的タンパク質）。 
 
②種・環境を超えて存在した核様体タンパ
ク質は Hu のみであった。 
③大腸菌では 8種類、黄色ブドウ球菌では
32 種類のタンパク質のみが対数期・定常期間
で共通していた。 
④菌・生育条件に関わらず、DNA・RNA に結
合し、環境変化に応じてゲノム全体の転写・
翻訳・複製を制御する因子、すなわちグロー
バルレギュレーター（大腸菌・緑膿菌の Fis
や Hfq、黄色ブドウ球菌の SarA など）が豊富
であった。 
⑤従来、細胞質タンパク質として報告され
ている酸化・還元酵素（SodX や TrxA/TrxB な
どの活性酸素から細胞を守る酵素）が核様体
特異的なタンパク質として多数同定された。
酸化ストレスからゲノム DNAを直接保護する
可能性を示唆する。 
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